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Abstract

The report presents the results of a comparative study of valproic acid assays performed using the fluorescence polarisation
immunoassay (FPIA) technique on the Abbott Axsym System and a developed analytical procedure based on gas chromatogra-
phy —electron ionisation mass spectrometry (GC-MS). A specific method (GC-MS) for the quantitative determination of valproic
acid in human plasma has been validated and presented in this paper. Valproic acid was extracted from acidified plasma by ethyl
acetate and converted to its trimethylsilyl derivative, giving ions at m/z 201, which were used in quantitative analysis. Material
for analysis included 41 samples of blood collected from six poisoned patients who took a toxic dose of valproic acid with the aim
of committing suicide. They had a history of epilepsy or mood disturbances and were treated with valproic acid alone or in combi-
nation with psychotropic drugs. A comparison of the FPIA results with those obtained by a reference method (GC-MS) showed
no statistical difference. The correlation coefficient was 0.9814. The good correlation between the two methods, the simplicity
and short run time of the FPIA could make it useful in clinical practice. The reference GC-MS method may be used in a study of
metabolic profiling of valproic acid.
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1. Introduction valproic acid in the treatment of mania accompanying

bipolar disorder. The application of valproic acid grad-

Valproic acid (VPA, 2-propylvaleric acid, 2-pro-
pylpentanoic acid) is a bifurcated fatty acid present on
the pharmaceutical market since 1967, when it was li-
censed in France as the anticonvulsant drug Depakine.
At the same time, its mood improving activity also be-
gan to be exploited in the treatment of patients suffer-
ing from affective disorder and in 1995, the American
Federal Drug Administration Agency authorised

ually extended to other neurological and psychiatric
disorders, including prevention and treatment of mi-
graine, the control of neuropathic pain, behaviour dis-
orders with panic episodes, aggression and other
conditions [12]. Research results published during re-
cent years have indicated a new property of valproic
acid — anticancer activity and its application in the
treatment of myelodysplastic syndromes (MDS) and
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acute monocytic leukemia (AML). The mechanism of
this activity is probably connected with histone de-
acetylation inhibition by valproic acid, which leads in
effect to differentiation and apotheosis of malignant
cells [8,13].

Wide use of valproic acid preparations has in-
creased the frequency of overdoses and acute poison-
ings with this drug [9]. In 2006, the American
Association of Poison Control Centres (AAPCC)
listed 8627 poisoning cases with valproic acid prepa-
rations, including a single fatal case [7]. During 2002
and 2003, 50 patients were hospitalised or treated at
the first-aid room at the Toxicological Clinic CM JU in
Krakow, but no fatal cases were observed [23]. The
Department of Forensic Medicine also did not record
any deaths following valproic acid poisoning; how-
ever, valproic acid was detected in a few cases of
multi-drugs poisonings (statistics of the Department of
Forensic Medicine).

Despite the fact that valproic acid is a drug of low
toxicity, intense side effects may arise during long-
term treatment. These include body mass increase,
ovary cyst, tremor, coma, pancreatitis and liver dam-
age. Side effects are more common and severe in in-
fants and young children, especially during poly-
therapy with other antiepileptic drugs. Within this age
group, teratogenic activity of this drug has also been
observed [6, 11, 13, 21].

According to data from the literature and our own
research, the course of poisoning with valproic acid
preparations is mild in most cases; severe overdoses,
where the patient’s life is in danger, are rare. The most
common symptoms are connected with depressive ac-
tivity on the central nervous system, starting from
amentia, disorientation and hypersomnia, which de-
velop, together with an increasing concentration of
valproic acid, into disturbances of consciousness,
coma and respiratory failure. Among other life and
health threatening symptoms, hyperammonemia, met-
abolic acidosis, hypotension, tachycardia, myeloid de-
pression and pulmonary edema should be mentioned
[6, 21].

Intoxications with valproic acid preparations re-
quire application of a fast and reliable analytical
method which allows determination of the concentra-
tion of valproic acid in the patient’s serum, estimation
of'the toxicity level, and also monitoring of drug elimi-
nation from the body. The variability of valproic acid
pharmacokinetics and numerous pharmacokinetic in-
teractions necessitate monitoring of drug concentra-
tion in the blood during treatment with the drug.

Immunoassay methods (the fluorescence polaris-
ation immunoassay, FPIA and the enzyme multiplied

immunoassay technique, EMIT) are preferable for the
determination of valproic acid in serum because of
their rapidity and simplicity; however, the occurrence
of cross-reactivity when these methods are used means
that the analyst must apply reference methods. Analyt-
ical procedures using chromatographic techniques:
gas chromatography coupled with flame ionisation de-
tector (FID), high performance liquid chromatogra-
phy, gas chromatography coupled with mass spec-
trometry (GC-MS) and liquid chromatography cou-
pled with mass spectrometry (LC-MS) have been de-
veloped as reference methods for the determination of
valproic acid concentrations by immunological meth-
ods [6]. GC-MS with various ionisation and deriva-
tisation techniques has been applied in most method-
ological studies describing the determination of
valproic acid [1, 3, 10, 14, 22].

The aim of this study was to compare methods of
valproic acid determination in blood and to evaluate
their suitability for the diagnostics of patients poi-
soned with VPA and for therapeutic drug monitoring
during antiepileptic treatment.

2. Case study

The research encompassed six patients who were
admitted to the Toxicology Clinic, Collegium Me-
dicum JU in Krakow and were suspected of having
been poisoned with Depakine Chrono or Convulex.
Three of the patients had taken other psychotropic
drugs together with the valproic acid preparations. In
most cases, the overdosed drugs belonged to the pa-
tients, who were being treated for epilepsy or mood
disorder. All examined patients took these drugs for
suicidal purposes.

The patients’ clinical state was rated according to
the PSS (Poison Severity Score) as a poisoning of low,
medium or high severity. The applied symptomatic
treatment improved the patients’ condition and they
were released home or directed for further psychiatric
treatment. Detailed information about patients, medi-
cines taken, intoxication symptoms and the applied
treatment is presented in Table 1.

3. Materials and methods
3.1. Biological material
Biological material was: blood collected from six

patients during the first, second, third and fourth day
(24 hr day) of hospitalisation at the Toxicology Clinic

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432



J. Wilimowska, M. Klys, S. Rojek et al.

418

s1opiosip Ayjeuosiod
)M QWOIPUAS

SpIN[J SNOUSABIUL “)[eS
OATJEXE[ ‘UOQIED [BOIPIW

uruy/g9 — osnd
‘SH ww (/0S| — damssaxd

uorssaxdo - ‘Gursunl yoewolg [eLIo)e poo[g 62 4 o N 0
Ksdoido ‘ewnyyse urwy/)g — osind
“(1/3 96'C — [oueyd) SH ww (/011 — oanssaid
uoneIIXOIUI [eLI0}® POO[q “YUQIOIO uonelidsor
21]0Y 09y —  juounean onewoydwAig JoBIUO0D [BQIdA MO[[BYS ‘POXIN YT~ - IS qd WIN
(s9oueqIMSIP UONBIULIO
orgoAsdore pue oryoAsdoine woiy
o013 Juanyed o) uosiad pue ooeld ‘own
0} UOIJBJUALIO [BULIOU ‘O[B0S MOUNEBIN
0} 908 BWOJ ] ‘suonsanb urromsue
A[3ur[[imun ‘0oue[eq JO S9OURGINISIP
Ksdoridyg — juowneon onewoldwAS  YIM A[[eor1ojowoyoAsd umop pomors {1~ - 7T W D
BIPIBOAYOR) AI0)ISURT) 1M A)I[IqE)S
K10721N0115 ‘suoreurdn(iey jo swoydwAs
)M UONB[NWNS JOJOW J[qRIOPISUOD
AJreorporiad ‘ssousnorosuod
Adeiay) uo3Axo aarssed JO sooueqImisIp 9AnpRINUEND
[opuadorey ‘s9)AJ01309]0 puE SpIN[J pue aAnejrfenb ‘suononnsur opdurs
Asdoqidg ‘dojonoN Jo uoneryuowo(ddng S[IJNJ ‘UMOP PaMO]S ‘FuLIduwIe)S S 0C It W WL
Ksdopidyg UdXUBIO[) u0qIed [RUIDIPIN UMOP PIMOIS 31q O[N] I 0C 9¢ qd WV
xerely ‘urdozrury
‘uelroydiq
‘WNUIZAXOIPAH
‘uoxueIO[) uonesifey[e
‘wnurAydiniury  ‘SpInjy SNOUsABRIUI J[es uru/Qz | — asind
Ksdoida ‘WNUIZBUIdJ  OAIIBXE[ ‘U0QIED [BOIPIW ‘SH ww ()8/0S [— 2Inssaid [eLolIe
‘JoY[0o[E 0} UOTIPPY ‘uoxrypordiory) ‘3UISULI YOrWOIS POO[q ‘“MIYNEIA 0} "008 BWOD JO | 1 (1% I W TM
[u]
sgnup UuonedIIxoul [3]
SOSSOU[[I JOYIQ  PAIAISIUIWPE JOYIQ JuowBAI], swoydwAs [eorur])  ouisowi], oso( 93y  X0S  juoned

SNOILVYVdddd dIDV DIOAdTVA A9 A4LVIOIXOLNI SINAILVd LNOFV NOILLVINJIOANI TAT1dV.L

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432



Toxicological analysis of valproic acid in blood...

419

CM JU and also control serum obtained from a blood
bank in Krakow for developing and validating the ana-
lytical method.

3.2. Standards and reagents

Valproic acid was purchased from SIGMA (Poz-
nan, Polska) and the deuterated internal standard (IS),
VPA-d, (2-(propyl-1,1-dy)pentanoic-3,3-d, acid) was
obtained from CDN Isotope Inc. (Quebec, Canada).
The derivatisation reagent BSTFA with 1% TMCS
(bis-trimethylsilyltrifluoroacetamide with trimethyl-
chlorosilane) and also pyridine were ordered from
SIGMA (Poznan, Poland). The remaining reagents:
methanol, ethyl acetate, buffer solution (pH = 3) of an-
alytical grade were purchased from POCH (Gliwice,
Poland). Aqua pro injectione by B. Braun (Melsungen,
Germany) was used as distilled water.

3.3. Analytical procedures

3.3.1. Fluorescence polarisation immunoassay
method (FPIA)

Determination of valproic acid in serum by the
FPIA method was performed using the Axsym System
(Abbott Laboratories, Diagnostic Division, Abbott Park,
USA) with software version 5.20. Necessary reagents
to perform the analysis were purchased from Abbott
Laboratories. Reagent 1 contained valproic acid anti-
bodies in phosphoric buffer solution; reagent 2 was
valproic acid conjugated with fluorescein in TRIS
buffer solution.

A calibration plot was prepared using six standard
solutions at concentrations: 0, 12.5, 25, 50, 100 and
150 pg/ml. Control solutions at concentrations: 37.5,
72.5,124.5 ng/ml were used to evaluate the reliability
of the method.

Validation parameters were worked out and printed
in a leaflet attached to the Valproic Acid Assay reagent
by Abbot Laboratories [4]. According to these instruc-
tions, the determined cut-oft value was 0.7 pg/ml. The
cut-off corresponds to the lowest measurable concen-
tration which can be distinguished from the zero value
at a confidence level of 95%.

The method was linear within the range from 0 to
150 pg/ml. The inter-day variance coefficients deter-
mined for control solutions at concentration levels:
37.5, 72.5 and 124.5 pg/ml were 3.4%, 4.1% and
3.5%, respectively.

The specificity of the test for valproic acid was de-
fined for 3-ketovalproic acid, the main metabolite of
valproic acid. At a metabolite concentration corre-

sponding to a high concentration level of valproic acid in
plasma of patients suffering from epilepsy (16 pg/ml),
3-ketovalproic acid showed cross-reactivity below 10%,
for both lower (50 pg/ml) and upper (100 pg/ml) limits
of the valproic acid therapeutic range. Other valproic
acid metabolites (3-hydroxyvalproic acid, 4-hydroxy-
valproic acid, 4-en-valproic acid, 2-propylglutaric acid,
5-hydroxyvalproic acid), at the concentrations corre-
sponding to high levels in plasma of epileptic patients
revealed that the reading error was below the cut-off of
the method.

3.3.2. Gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS)

3.3.2.1. Standard and control solutions

1 mg/ml stock solutions of valproic acid and
deuterated internal standard (IS) were prepared by di-
luting standard solutions of valproic acid and VPA-d,
with methanol. Working solutions of valproic acid
were made by further diluting the stock solution with
distilled water to concentrations of 10 and 100 pg/ml.
The stock solution of VPA-d,; was diluted with dis-
tilled water to obtain the working standard of 5 pg/ml.
The stock solutions of valproic acid and its deutered
internal standard were kept at +4°C. The working solu-
tions were prepared fresh daily.

Standard solutions were prepared by spiking the
control material (serum free from extraneous sub-
stances) with the analyte within the range of concen-
trations from 5 to 150 pg/ml. Control samples at low —
20 pg/ml and high — 75 pg/ml concentrations were pre-
pared in the same manner.

3.3.2.2. Sample preparation

100 pl of serum (standard, control and investigated
samples) was put into Eppendorf vial of 2 ml capacity,
then diluted 10 times with distilled water. 100 pl of so-
lution was pipetted and spiked with 100 pl of internal
standard — 5 pg/ml deuterated valproic acid. The sam-
ple was then acidified with 500 pl of citric buffer solu-
tion (pH = 3), and then extracted with 500 ul of ethyl
acetate for 15 minutes at room temperature. After
a 6 minute long centrifugation, the organic solvent was
transferred to a clean vial and subsequently evaporated
under a stream of nitrogen.

30 pl of derivatisation reagent containing
BSTFA/pyridine (1:1) was added to the dry residue,
and after careful vortexing, the sample was thermo-
stated at ca. 70°C for 20 minutes.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432
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3.3.2.3. Equipment

The TRACE gas chromatography system (Thermo
Electron, USA) coupled with the Polaris Q mass spec-
trometer (Thermo Electron, USA) was used. It was
equipped with a quadrupole ion trap and an electron
impact ionisation device.

3.3.2.4. Chromatographic separation

Chromatographic separations were conducted using
a factorFOUR capillary column, 30 m x 0.25 mm L. D.,
film thickness 0.25 pum (Varian, USA). Helium at a con-
stant flow of 1.5 ml/min was used as the carrier gas.

The temperature of the injector was 260°C. The
column temperature program started from 50°C, then
the temperature was ramped 40°C/min, to reach 300°C,
which was then held for further 2 minutes. 1 pl of the
derivatised sample was injected on the column.

3.3.2.5. Detection parameters

The mass spectrometer operated at electron energy
of 70 eV, the temperature of the ion source and the
transfer line was 230°C and 280°C, respectively.
Xcalibur software was applied to molecular ions col-
lection, which was performed in the full scan mass
spectrum within the range from 50 to 350 m/z for both
substances.

3.3.2.6. Calibration curve and quantitative
analysis

Quantitative analysis was performed using a cali-
bration plot prepared by analysis of control serum
samples spiked with valproic acid at concentration
levels: 5, 10, 25, 50, 100, 150 pg/ml and with the
deuterated internal standard (IS) VPA-d4 at 5 pg/ml.
Each standard sample was analysed in triplicate. The
calibration curve was plotted using the ratio of the
valproic acid peak area to the internal standard peak
area. Regression coefficients, including slope and in-
tercept were calculated using the least square method.
The linearity, defining the ability of the method to ob-
tain results directly proportional to the determined
substance was expressed by a regression equation
(y = ax + b) and a correlation coefficient, r.

3.3.2.7. Method validation

The method selectivity was investigated by inject-
ing five different serum extracts onto a chromato-
graphic column. The limit of detection (LOD) — the
lowest detectable concentration, though not necessar-
ily determined with the required quantitative accuracy,
was calculated from the signal to noise ratio (for a peak
area) which was estimated to be greater than 3:1. The

limit of quantification (LOQ) was the lowest concen-
tration which could be determined with satisfactory
precision (RSD < 15%) and accuracy (relative error
< 15%) and it was estimated as the concentration giv-
ing an analytical signal ten times greater than the noise
level. 5 control samples were analysed in order to de-
termine these parameters.

Intra- and inter-group precision and accuracy were
determined by the analysis of five control samples
a day at low and high concentrations on three succes-
sive days. Average values, standard deviations, rela-
tive standard deviations and bias were calculated on
the basis of obtained results. The precision of the
method expressing the concordance between the sepa-
rate results of analyses repeated many times was de-
fined by the percent relative standard deviation
(% RSD). RSD was calculated by dividing the stan-
dard deviation by the average value obtained from the
calibration plot. The accuracy, defining the concor-
dance between the real concentration and that found
during the analysis was presented as the value of the
method bias calculated using the overall systematic er-
ror (% bias). The bias was calculated by dividing the
difference between the average calculated concentra-
tion and the reference concentration by the average in-
vestigated concentration.

The extraction recovery or yield (%) defining the
ability to isolate the investigated compound from the
biological sample by the applied extraction procedure
was determined five times for two concentration levels
in control samples. The relative extraction yield was
estimated by spiking the first series of serum samples
with the working solution of the internal standard (IS),
then spiking the second series after the extraction but
before the evaporation step. The average percent rela-
tive recovery was obtained by comparing the signal of
the investigated compound in the first series with the
signal acquired in the second series. The total recovery
was also evaluated by comparison of the analyte signal
recorded for methanolic standard solutions.

3.4. Statistical analysis

A linear regression analysis and a t-Student test for
paired samples were performed on Statistica 6.1 soft-
ware. Determined VPA concentrations were expressed
as mean concentration, standard deviation and the cor-
relation between VPA concentrations obtained by the
applied methods was described by a linear regression
equation.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432
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3.5. Toxicokinetic studies

The biological half-life (#,) and the elimination
rate constant (k) were calculated from the last points
of the concentration-time curve using pharmacoki-
netic software (Spline Program for Pharmacokinetic
Moment Analysis, DuPont Pharmaceuticals; Newark,
USA).

4. Results

The initial phase of the research consisted of the
development of a sensitive and selective method of de-
termination of valproic acid and validation of this
method.

4.1. Validation of method for determination of
valproic acid in serum by GC-MS

Identification of the determined analyte was per-
formed on the basis of retention time and selected ions

specific for valproic acid (m/z= 129, 145,201). Reten-
tion time of valproic acid and its deuterated analogue
equals 3.98 min (Figure 1). Qualitative analysis was
performed using the ion of m/z =201 for valproic acid
and of 205 for deuterated analogue (VPA-d,).

The selectivity of the method is satisfactory, as no
endogenous agents present in serum interfere with the
analytes. The calibration curve, examined at six mea-
suring points, each of six repetitions, showed linearity
within a range of 5—150 pg/ml. The correlation coeffi-
cient r of the obtained calibration curve was 0.9959. In
the described analytical conditions, the limit of detec-
tion (LOD) equals 2.6 pg/ml, and the limit of
quantitation (LOQ) was estimated as 5 pg/ml.

The precision of the method was evaluated at two
concentrations (10 pg/ml and 100 pg/ml) repeated five
times per day for three successive days. The relative
standard deviations for repetitions of determined con-
centrations on the same day were: 2.6-9.4% for
10 pg/ml and 7.9-9.4% for 100 pg/ml. Precision be-
tween days equalled 11.9% for 10 pg/ml and 1.8% for
100 pg/ml. Control solutions at concg/ml respectively.
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Fig. 1. Chromatograms and mass spectra of valproic acid and its deuterated analogue VPA-d, (IS) in extract from serum of a pa-

tient intoxicated by Convulex.
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The accuracy estimated for control samples (20 pg/ml
and 75 pg/ml) oscillated from 5.8% to 2.9%.

Extraction efficiency was evaluated for two concen-
trations of control samples (20 pg/ml and 75 pg/ml) in
five repetitions. Relative recovery ranged from 92.2 to
97.8%, and total recovery was approximately 81%.

4.2. Comparison of methods for determination of
valproic acid — statistical analysis

The developed and validated GC-MS method with
electron impact ionisation as well as the FPIA method
was applied to determination of VPA in serum of six
patients intoxicated by valproic acid preparations,
treated in the Toxicology Clinic of Collegium Me-
dicum JU in Krakow. Material was collected several
times during hospitalisation in order to monitor the
elimination of the compound from the organism.

The mean concentrations of valproic acid (+/—SD)
calculated for 41 samples analysed by FPIA and
GC-MS methods were 150.6 pg/ml (+/-139.6) and
155.0 pg/ml (+/—135.8) respectively.

The dependence between the concentrations of
valproic acid in serum obtained by the FPIA method
compared to those obtained by the GC-MS method
was described by the linear regression equation:
CVPA/FPIA =1.02 x CVPA/GC-MS - 7.30. The cor-
relation coefficient was 0.9814. This correlation is
presented in Figure 2.

WP & concentration measured by the FRIA [ugimi]

o 100 200 300 400 500 600 700 aoo
WPA concentration measured by the GCMS [ugiml]

Fig. 2. Correlation between the values of valproic acid in se-
rum of examined patients determined by FPIA relative to
GC-MS. Regression equation: CVPA/FPIA = 1.0182 x
CVPA/ GC/MS - 7.3007. Outer lines define the 95% confi-
dence range for observed values. Inner lines define the 95%
range for predicted values.

In the conducted research, the correlation between
concentrations of valproic acid determined by FPIA
and GC-MS and relative differences in concentrations
of valproic acid obtained by these methods are shown
in Figure 3.

Relative difference of YP & concentrations
measured by GCMS and FP1A methods
r
=

.

*

a 100 200 300 400 500 600 700 800
VP& concertration measured by the GCMS [ucginl]

Fig. 3. Correlation between relative difference of valproic
acid concentrations obtained by FPIA and GC-MS, and con-
centration obtained by GC-MS only.

4.3. Results of assays of valproic acid in blood
using FPIA and GC-MS methods

During hospitalisation of patients in the Toxicol-
ogy Clinic CM JU, determination of valproic acid was
performed each time after collection of blood using the
FPIA method. Remaining material was secured for
further analysis by GC-MS at the Department and In-
stitute of Forensic Medicine CM JU. Results of deter-
mination are shown in Figure 4. For the time of admin-
istration of the toxic dose (¢ = 0), the assumed concen-
tration was 50 pug/ml (minimum therapeutic dose of
VPA), which points to therapeutic use of valproic acid
by patients before intoxication.

4.4. Toxicokinetic parameters

Results of concentrations of valproic acid in serum
collected at various times after admission to hospital
were used for calculation of selected toxicokinetic pa-
rameters: Biological half-life (¢,,) and elimination rate
constant (k). The biological half-life and elimination
rate constant of valproic acid calculated for 5 intoxicat-
ed patients varied from 16.2 to 28.1 (mean 22.9 +£5.7)
and from 0.043 to 0.024 h™' (mean 0.032 + 0.009) re-
spectively. In the case of one patient, the calculated
values of 11, (ke) were 57.6 h (0.012 h™"). Changes of
concentrations of valproic acid during elimination for
the investigated group of patients are shown on charts
(Figure 4).
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Fig. 4. Pharmacokinetic profile of patients intoxicated by valproic acid; B - determined on the basis of GC/MS analyses,

¢ - determined on the basis of FPIA analyses.

5. Discussion

The considerable diversity of pharmacokinetics of
valproic acid depending on age and accompanying
antiepileptic therapy makes it advisable to monitor
drug concentrations for therapeutic purposes [2]. Indi-
vidualisation of dosage based on therapeutic monitor-
ing of a drug improves the effectiveness and safety of
pharmacological therapy; however, numerous phar-
macokinetic interactions, accompanying psychiatric
diseases, difficulty and often inefficacy of popular
treatment by valproic acid preparations, lead to in-
creasingly common cases of overdosing. The liability
of valproic acid kinetics during intoxication dependent
on pharmacokinetics at therapeutical doses necessi-
tates monitoring of elimination of the drug from the or-
ganism. That is why development of a sensitive and
specific method of determination of valproic acid in
serum is so important in order to improve the safety of

antiepileptic therapy and effectiveness of treatment of
acute VPA poisonings.

Staff working at the Laboratory of Analytical Toxi-
cology and Monitored Therapy CM JU, Krakow use
the FPIA method to determine VPA in blood when di-
agnosing patients intoxicated by this compound. An
unquestionable advantage of this method is the speed
of the analysis of the studied substance, as it can be
performed directly in biological material. This helps
a quick diagnosis to be made and suitable treatment to
be initiated. The speed and simplicity of VPA determi-
nation by the immunological method determines the
usefulness of the FPIA technique for clinical purposes.
FPIA is not, however, a specific method, which is why
compounds such as metabolites having a similar
chemical structure may show cross reactivity. The
manufacturer of the test guarantees the specificity of
VPA determination for concentrations within the ther-
apeutic range: 50 to 120 pug/ml. Data published in the
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literature up to now have not provided any information
about cross reactivity of valproic acid metabolites in
acute poisonings.

In the presented study, an attempt was made to as-
sess the application of the FPIA method to toxic con-
centrations of VPA compared to a reference method.
The developed reference method for determination of
valproic acid in serum uses the GC-MS technique with
application of a deuterated analogue as an internal
standard. The performed validation of the GC-MS
method points to its specificity, sensitivity, repeatabil-
ity and linearity at a useful level for routine analyses of
valproic acid at therapeutic concentrations. Limitation
of the linearity of the method to 150 pg/ml was linked
with the occurrence of overloading of the ion trap at
higher concentration values; thus blood samples col-
lected from poisoned patients were diluted by distilled
water, and the result was multiplied by the appropriate
dilution factor.

The GC-MS method, which is characterised by
high specificity, allows the determination of valproic
acid and its metabolites with the highest credibility. It
can be utilised in investigation of the metabolic profile
of the medicine, which is going to be the subject of the
next publication.

A comparison of valproic acid concentration val-
ues obtained by the FPIA method and the GC-MS
method was conducted on 41 samples collected from
6 patients of the Toxicology Clinic CM JU, Krakow.
According to performed linear regression analysis, it
was proved that there are no statistically significant
differences between the results obtained by the FPIA
method and the reference GC-MS method. The de-
pendence of results of valproic acid concentrations
were described by a linear regression equation, for
which standard errors of equation coefficients were es-
timated as follows: SD = 0.022 for the directional coef-
ficient and SD = 4.606 for free expression. Values of
regression coefficients were contained in the 95% con-
fidence interval. The correlation coefficient of results
obtained by the two methods was 0.9814. It can thus be
stated that both methods of determination of valproic
acid are equivalent.

The T-Student test for dependent samples showed
no statistically significant difference between mean
concentration values of VPA determined by both
methods within a 95% confidence interval. (¢4 = 1.49,
p = 0.1428). Therefore it cannot be said that mean
concentration values obtained by FPIA differ from
mean results of concentrations values determined by the
GC-MS method. No statistically important difference
was shown for standard deviations for the two methods.

The results of the conducted research show that the
difference between the concentration of valproic acid
determined by FPIA and GC-MS does not depend on
the concentration itself. This problem is illustrated in
Figure 3.

Authors of earlier scientific publications compared
assays of valproic acid determined by immunological
methods with HPLC or GC as reference methods.
Also, this research showed no significant differences
between the results of VPA assay obtained by men-
tioned techniques [5, 15, 17, 18, 20].

Validated FPIA and GC-MS methods were used
for determination of valproic acid in serum of patients
poisoned by VPA preparations. Samples were col-
lected from six patients at admission to hospital, then
twice during the first and second 24 hours in order to
monitor the elimination of the drug, and after that once
a day till subtherapeutic concentrations were obtained.

Obtained results of VPA concentrations at admis-
sion to hospital for all six patients exceeded toxic
doses (> 150 pg/ml), and ranged between 197.2 and
718.5 pg/ml. Spiller et al. showed a correlation be-
tween the degree of intoxication and the concentration
of valproic acid. A clinical picture of valproic acid poi-
soning with limited toxicity was present for patients
with concentrations of VPA lower than 450 pg/ml,
whereas concentrations above 850 pg/ml were accom-
panied by serious life-threatening clinical symptoms,
such as coma, respiratory insufficiency or metabolic
acidosis [19]. In the cases of lethal poisonings, re-
ported concentrations of valproic acid were within the
range of 520 pg/ml to 1970 pg/ml [17]. There was no
serious threat to life in the six analysed patients and the
degree of poisoning was classified as light to heavy.

Doses of valproic acid taken by examined patients,
and afterwards determined on the basis of medical his-
tory in the range of 12 to 46 g, reached toxic dose val-
ues (from 19 to 45 g), at which stage, severe poisoning
symptoms were observed. Valproic acid is, however,
adrug of relatively low toxicity and complete recovery
was described after doses as high as 75 g [16].

During monitoring of elimination of valproic acid
from the organism of poisoned patients, a pharmaco-
kinetic profile typical for a dualcompartment model
was observed, and elimination occurred according to
first-order kinetics. Mean values of biological half-life
(t12) and elimination rate constant (k) calculated from
concentrations of valproic acid obtained by the FPTIA
method were 22.9+ 5.7 hand 0.032 + 0.009 h™' respec-
tively and were consistent with earlier analyses, except
one patient, whose #,; lengthened to 57.6 h and k., was
0.012 h™'. The biological half-life of valproic acid at
therapeutic doses was within the range of 8§-21.5 h
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(mean 12.2 + 3.7 h). As a result of overdosing, it may
lengthen up to two or three times to a value of ¢,
above 30 h [21]. Past research showed that 7, in
valproic acid intoxication ranged from 8.8 to 30.9 h
(mean 8.8 h) [23].

6. Summary

FPIA and electron ionisation GC-MS methods may
be used for routine analyses for determination of
valproic acid during monitored therapy as well as for
patients intoxicated by valproic acid preparations. It
was also shown that results of VPA concentrations in
serum determined by FPIA are not statistically differ-
ent from the results obtained by the reference method
(GC-MS) which may indicate that there is no cross re-
activity of antibodies during FPIA analysis.

Good correlation between results obtained by the
FPIA method and the GC-MS reference method as
well as speed and simplicity of the analyses confirm
the usefulness of the FPIA method for clinical pur-
poses.

References

1. AbbottF. S.,BurtonR., OrrJ. [etal.], Valproic acid analy-
sis in saliva and serum using selected ion monitoring
(electron ionization) of the tert.-butyldimethylsilyl deriv-
atives, Journal of Chromatography B. Biomedical Sci-
ences and Applications 1982, 227, 433-444.

2. Adamska-Dyniewska H., Terapia monitorowana, Wy-
dawnictwo TTM, L6dZz 1994.

3. Anari M. R., Burton R. W., Gopoul S. [et al.], Metabolic
profiling of valproic acid by ¢cDNA-expressed human
cytochrome P450 enzymes using negative-ion chemical
ionization gas chromatography-mass spectrometry, Jour-
nal of Chromatography B. Biomedical Sciences and Ap-
plications 2000, 742, 217-227.

4. Axsym System Leaflet, Valproic acid, Abbott Laborato-
ries Diagnostic Division, Wiesbaden 2004.

5. Braun S. L., Tausch A., Vogt W. [et al.], Evaluation of
a new valproic acid enzyme immunoassay and compari-
son with a capillary gas-chromatographic method, Clini-
cal Chemistry 1981, 27, 169—172.

6. Brent J., Wallace K. L., Burkhart K.K. [et al.], Critical
care toxicology. Diagnosis and management of the criti-
cally poisoned patient, Elsevier, Philadelphia 2005.

7. Bronstein A. C., Spyker D. A., Cantilena Jr L. R. [et al.],
2006 annual report of the American Association of Poison
Control Centers’ National Poison Data System (NPDS),
Journal of Toxicology. Clinical Toxicology 2007, 45,
815-917.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Cheng H., Liu Z., Blum W. [et al.], Quantification of

valproic acid and its metabolite 2-propyl-4-pentenoic
acid in human plasma using HPLC-MS/MS, Journal of
Chromatography B. Biomedical Sciences and Applica-
tions 2007, 850, 206-212.

. Ciszowski K., Jenner B., Wilimowska J., Obraz kliniczny

ostrego zatrucia kwasem walproinowym w kontekscie
ilo§ciowych oznaczen ksenobiotyku we krwi, Przeglad
Lekarski 2006, 63, 447-453.

Darius J., Meyer F. P., Sensitive capillary gas chromato-
graphic-mass spectrometric method for the therapeutic
drug monitoring of valproic acid and seven of its metabo-
lites in human serum, Application of the assay for a group
of pediatric epileptics, Journal of Chromatography B.
Biomedical Sciences and Applications 1994, 656,343-351.
Dupuis R. E., Lichtman S. N., Pollack G. M., Acute
valproic acid overdose, Clinical course and pharmaco-
kinetic disposition of valproic acid and metabolites, Drug
Safety 1990, 5, 65-71.

Grunze H., Walden J., Kwas walproinowy w zaburze-
niach afektywnych dwubiegunowych, Urban & Partner,
Wroctaw 2002.

Kuendgen A., Strupp C., Aivado M., Bernhardt A., Hilde-
brandt B. [et al.], Treatment of myelodysplastic syn-
dromes with valproic acid alone or in combination with
all-trans retinoic acid, Blood 2004, 104, 1266—1269.

Leis H. J., Windischhofer W., Rechberger G. N. [et al.],
Synthesis of [ 1802]valproic acid and its use as an internal
standard for the quantitative measurement by gas chroma-
tography — electron ionization mass spectrometry, Jour-
nal of Chromatography B. Biomedical Sciences and Ap-
plications 2003, 784, 69-75.

Leroux M., Budnik D., Hall K. [et al.], Comparison of
gas-liquid chromatography and EMIT assay for serum
valproic acid, Clinical Biochemistry 1981, 14, 87-90.
Moffat A. C., Osselton M. D., Widdop B., Clarke’s analy-
sis of drugs and poisons, Pharmaceutical Press, London
2004.

Poklis A., Poklis J. L., Trautman D. [et al.], Disposition of
valproic acid in a case of fatal intoxication, Journal of An-
alytical Toxicology 1998, 22, 537-540.

Richard L., Bugugnani M. J., Fouye H. [et al.], Valproic
acid, a comparison between 2 methods of determination:
immunoenzymology and high performance liquid chro-
matography, Annales de Biologie Clinique 1985, 43,
279-284.

Spiller H. A., Krenzelok E. P., Klein-Schwartz W. [et al.],
Multicenter case series of valproic acid ingestion: serum
concentrations and toxicity, Journal of Toxicology. Clini-
cal Toxicology 2000, 38, 755-760.

Steijns L. S., Bouw J., van der Weide J., Evaluation of flu-
orescence polarization assays for measuring valproic acid,
phenytoin, carbamazepine and phenobarbital in serum,
Therapeutic Drug Monitoring 2002, 24, 432—435.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432



426 J. Wilimowska, M. Klys, S. Rojek et al.

21. Sztajnkrycer M. D., Valproic acid toxicity: overview and
management. Journal of Toxicology. Clinical Toxicology
2002, 40, 789-801.

22. Tatsuhara T., Muro H., Matsuda Y. [et al.], Determination
of valproic acid and its metabolites by gas chromatogra-
phy-mass spectrometry with selected ion monitoring,
Journal of Chromatography B. Biomedical Sciences and
Applications 1987, 399, 183-195.

23. Wilimowska J., Florek J., Piekoszewski W., Disposition
of valproic acid in self-poisoned adults, Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology 2006, 99, 22-26.

Corresponding author
Jolanta Wilimowska
Pracownia Toksykologii Analitycznej
i Terapii Monitorowanej CM UJ
Os. Ztotej Jesieni 1
PL 31-826 Krakéw
e-mail: jwilimowska@cm-uj.krakow.pl

Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432



Problems of Forensic Sciences 2007, LXXII, 416—432

ANALIZA TOKSYKOLOGICZNA KWASU WALPROINOWEGO WE KRWI
METODA IMMUNOFLUORESCENCJI W SWIETLE SPOLARYZOWANYM
(FPIA) W KONFRONTACJI Z CHROMATOGRAFIA GAZOWA
SPRZEZONA ZE SPEKTROMETRIA MAS (GC-MS)

1. Wstep

Kwas walproinowy (VPA, kwas 2-propylowaleriano-
wy, kwas 2-propylopentanowy) jest rozgatezionym kwa-
sem thluszczowym znanym na rynku farmaceutycznym od
roku 1967. Od biezacego roku zostat on dopuszczony do
obrotu we Francji jako lek przeciwpadaczkowy pod naz-
wa Depakine. W tym samym czasie zacz¢to réwniez
wykorzystywac jego dziatanie poprawiajace nastroj u pa-
cjentdow cierpiacych na chorobeg afektywna, a w roku
1995 amerykanska Agencja ds. Dopuszczania Lekoéw do
Sprzedazy (Federal Drug Administration) zatwierdzita
kwas walproinowy w leczeniu manii towarzyszacej cho-
robie dwubiegunowej. Zastosowanie kwasu walproino-
wego stopniowo poszerzato si¢ o inne schorzenia neuro-
logiczne 1 psychiatryczne, takie jak m.in. profilaktyka
i leczenie boélu migrenowego, kontrola bolu neuropaty-
cznego, zaburzenia zachowania z napadami paniki, za-
burzenia zachowania z agresja i inne [12]. Doniesienia
naukowe ostatnich lat wskazuja na odkrycie nowej wilas-
ciwosci kwasu walproinowego, jakim jest dziatanie prze-
ciwnowotworowe i wykorzystanie go w leczeniu zespotu
mielodysplastycznego (MDS) oraz ostrej biataczki szpi-
kowej (AML). Mechanizm tego dziatania wiaze sig
prawdopodobnie z zahamowaniem deacetylacji histonow
przez kwas walproinowy i w efekcie prowadzi do rozni-
cowania i apoptozy komorek ztosliwych [8, 13].

Szerokie wykorzystanie preparatoéw kwasu walproi-
nowego zwigkszyto czgstos¢ wystgpowania przedawko-
wan i ostrych zatru¢ tym lekiem [9]. W 2006 roku Ame-
rykanskie Stowarzyszenie Kontroli Ostrych Zatrué¢
(AAPCC) zanotowato 8627 przypadkéw zatrucia prepa-
ratami kwasu walproinowego, z czego 1 przypadek za-
konczyt si¢ zgonem pacjenta [7]. W Klinice Toksyko-
logii CM UJ w Krakowie w latach 2002—-2003 hospitali-
zowano oraz przyjeto ambulatoryjnic 50 pacjentow,
w$rod ktorych nie obserwowano przypadkdéw zakonczo-
nych zgonem pacjenta [23]. Rowniez w Zaktadzie Me-
dycyny Sadowej nie zanotowano zgondéw po zatruciu
kwasem walproinowym, jakkolwiek w zatruciu wielo-
lekowym stwierdzono jego obecnos¢ w kilku przypad-
kach (statystyki Zaktadu Medycyny Sadowej).

Pomimo, ze kwas walproinowy nalezy do lekéw o nis-
kiej toksycznosci, podczas przewleklej terapii moga po-
jawi¢ si¢ nasilone dziatania niepozadane, w tym przyrost
masy ciata, torbiclowo$¢ jajnikow, drzenia, $piaczka, za-
palenie trzustki i uszkodzenie watroby. U niemowlat

i malych dzieci objawy niepozadane sg czgstsze i groz-
niejsze, szczegolnie podczas politerapii z innymi lekami
przeciwpadaczkowymi. W tej grupie wickowej obserwu-
jemy dodatkowo dziatanie teratogenne leku [6, 11, 13,21].

Jak wynika z danych zawartych w literaturze przed-
miotu oraz z badan wtasnych, przebieg zatrucia prepara-
tami kwasu walproinowego ma w wigkszosci przypad-
koéw charakter tagodny, rzadko zdarzaja si¢ cigzkie prze-
dawkowania z objawami zagrazajacymi zyciu pacjenta.
Najczestsze objawy dotycza dzialania depresyjnego na
OUN, poczawszy od splatania, dezorientacji i sennosci,
a w miar¢ wzrostu stezenia kwasu walproinowego roz-
wijajac si¢ w zaburzenia $wiadomos$ci oraz $piaczke
z niewydolnoscia oddechowa. Wsrdd innych objawow
zagrazajacych zdrowiu i zyciu pacjenta nalezy wymieni¢
hiperamonemig, kwasic¢ metaboliczna, spadek ci$nienia
tetniczego krwi, tachykardig, depresj¢ szpiku kostnego
i obrzgk ptuc [6, 21].

Zatrucia preparatami kwasu walproinowego wyma-
gaja zastosowania szybkiej i wiarygodnej metody anali-
tycznej pozwalajacej oznaczy¢ stgzenie kwasu walpro-
inowego w surowicy pacjenta, okresli¢ stopien toksycz-
nosci, jak réwniez monitorowa¢ eliminacj¢ leku z orga-
nizmu. Zmienno$¢ farmakokinetyki kwasu walproino-
wego oraz liczne interakcje farmakokinetyczne wymu-
szaja rowniez prowadzenie terapii z kontrola st¢zenia
leku we krwi.

Preferowanymi z uwagi na szybko$¢ i prostot¢ me-
todami analitycznymi stosowanymi do oznaczania st¢ze-
nia kwasu walproinowego w surowicy pozostaja metody
immunologiczne (metoda immunofluorescencji w Swiet-
le spolaryzowanym FPIA oraz metoda immunoenzyma-
tyczna EMIT), jednak istnienie reaktywnosci krzyzowej
podczas oznaczen tymi metodami stawia przed anality-
kiem wymodg zastosowania metod referencyjnych. Jako
metody odniesienia dla oznaczen st¢zen kwasu walproi-
nowego metodami immunologicznymi opracowano pro-
cedury analityczne z wykorzystaniem technik chroma-
tograficznych: chromatografii gazowej z detektorem pto-
mieniowo-jonizacyjnym (FID), wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej, chromatografii gazowej sprzg¢zo-
nej ze spektrometria mas (GC-MS) oraz chromatografii
cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas (LC-MS) [6].
W wigkszos$ci opracowan metodycznych oznaczania
kwasu walproinowego zastosowano chromatografi¢ ga-
zowa sprzg¢zona ze spektrometria mas, w ktorej wyko-
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rzystane sg roézne techniki jonizacji po wczesniejszej de-
rywatyzacji [1, 3, 10, 14, 22].

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie metod
oznaczania kwasu walproinowego we krwi i ocena ich
przydatnosci do celéw diagnostyki pacjentow zatrutych
preparatami VPA oraz do monitorowania terapii prze-
ciwpadaczkowe;j.

2. Opis przypadkow

Badania obejmowaly sze$ciu pacjentow, ktérzy zo-
stali przyjeci do Kliniki Toksykologii CM UJ w Krakowie
z podejrzeniem zatrucia preparatami Depakine Chrono
lub Convulex. Trzech pacjentdw przyjeto preparaty kwa-
su walproinowego w polaczeniu z innymi lekami z grupy
lekéw psychotropowych. Przedawkowane leki w wigk-
szo$ci przypadkow nalezaty do pacjentow, ktorzy byli
nimi leczeni z powodu padaczki lub zaburzen nastroju.
Wszyscy badani pacjenci przyjeli leki w celach samo-
bojczych.

Stan kliniczny pacjentow na podstawie skali PSS
(ang. poison severity score) zostal oceniony jako zatrucie
stopnia lekkiego, $redniego Iub cigzkiego. Zastosowane
leczenie objawowe doprowadzitlo do poprawy stanu
ogoblnego pacjentow, ktorych w stanie dobrym wypisano
do domu lub skierowano do dalszego leczenia psychiat-
rycznego. Szczegdtowe informacje o pacjentach, spozy-
tych lekach, objawach zatrucia i wdrozonym leczeniu
zebrano w tabeli 1.

3. Materialy i metody
3.1. Material biologiczny

Materiat biologiczny stanowity: krew pobrana od sze$-
ciu pacjentow w czasie 1., 2., 3. i 4. doby hospitalizacji
w Klinice Toksykologii CM UJ oraz surowica kontrolna
do opracowania i walidacji metody analitycznej otrzyma-
na z Wojewoddzkiej Stacji Krwiodawstwa w Krakowie.

3.2. Wzorce i odczynniki chemiczne

Kwas walproinowy zostal zakupiony w firmie
SIGMA (Poznan, Polska), a deuterowany standard wew-
netrzny (IS) VPA-ds (2-(propyl-1,1-dy)pentanoic-3,3-d,
acid) pochodzil z CDN Isotope Inc. (Quebec, Kanada).
Odczynnik do derywatyzacji BSTFA z 1% TMCS (bis-
trimetylosililotrifluoroacetamid z trimetylochlorosilanem)
oraz pirydyn¢ zaméwiono w firmie SIGMA (Poznan,
Polska). Pozostate odczynniki: metanol, octan etylu, roz-
twor buforowy (pH = 3) o czysto$ci analitycznej zostaty
zakupione w firmie POCH (Gliwice, Polska). Wodg de-

stylowana stanowita aqua pro injectione firmy B. Braun
(Melsungen, Niemcy).

3.3. Procedury analityczne

3.3.1. Metoda immunofluorescencji w swietle
spolaryzowanym (FPIA)

Oznaczenia stgzenia kwasu walproinowego w suro-
wicy metoda FPIA wykonywano analizatorem Axsym
System (Abbott Laboratories, Diagnostic Division, Ab-
bott Park, Stany Zjednoczone) z wersja oprogramowa-
nia 5.20. Odczynniki konieczne do wykonania analizy
zakupiono w firmie Abbott Laboratories. Odczynnik 1
zawierat przeciwciata przeciwko kwasowi walproinowe-
mu w buforze fosforanowym, odczynnik 2 to kwas wal-
proinowy znakowany fluoresceing w buforze TRIS.

Krzywa kalibracyjng wykonano w oparciu o sze$¢ kali-
bratorow w stezeniach: 0, 12,5, 25, 50, 100 1 150 pg/ml.
Roztwory kontrolne w stezeniach: 37,5, 72,5, 124,5 pg/ml
postuzyly do sprawdzenia poprawnosci metody.

Parametry walidacyjne zostaty opracowane i zamiesz-
czone w ulotce do odczynnika Valproic Acid Assay przez
firm¢ Abbott Laboratories [4]. Wedlug tej instrukcji wy-
znaczona czuto$¢ metody wynosita 0,7 pg/ml. Czuto$é ta
odpowiada najnizszemu mierzalnemu st¢zeniu, jakie mo-
ze by¢ odréznione od wartosci zerowej z 95% prze-
dziatem ufnosci.

Metoda byta liniowa w zakresie od 0 do 150 pg/ml.
Wspolczynnik wariancji pomigdzy dniami dla st¢zen roz-
tworéow kontrolnych: 37,5, 72,5 1 124,5 pg/ml wynosit
odpowiednio: 3,4%, 4,1% 1 3,5%.

Specyficznos¢ testu kwasu walproinowego okreslono
dla kwasu 3-ketowalproinowego, gtéwnego metabolitu
kwasu walproinowego. Przy stezeniu metabolitu odpo-
wiadajacemu wysokim poziomom kwasu walproinowe-
go w osoczu u chorych na padaczke (16 pg/ml), kwas
3-ketowalproinowy wykazywat reaktywno$¢ krzyzowa
ponizej 10% zaréwno przy dolnej (50 pg/ml), jak i gbrnej
(100 pg/ml) granicy zakresu terapeutycznego kwasu wal-
proinowego. Pozostate metabolity kwasu walproinowego
(kwas 3-hydroksywalproinowy, kwas 4-hydroksywal-
proinowy, kwas 4-en-walproinowy, 2-propyloglutaran,
kwas 5-hydroksywalproinowy), przebadane w stgzeniach
odpowiadajacych ich wysokim poziomom w osoczu cho-
rych na padaczke, wykazywaly btad odczytu kwasu wal-
proinowego ponizej progu czutosci metody.

3.3.2. Metoda chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektrometriq mas (GC-MS)

3.3.2.1. Roztwory standardowe i kontrolne

Roztwér podstawowy kwasu walproinowego oraz
deuterowanego standardu wewngtrznego (IS) VPA-d,
w stgzeniach 1 mg/ml sporzadzono przez rozcienczenie
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metanolem roztworéw wzorcowych odpowiednio kwasu
walproinowego oraz VPA-d,. Roztwory robocze kwasu
walproinowego przygotowano przez kolejne rozciencze-
nie woda destylowana roztworu podstawowego do war-
tosci 10 pg/ml i 100 pg/ml. Roztwor podstawowy VPA-d,
rozcienczano natomiast woda destylowang do st¢zenia
5 pg/ml roztworu roboczego. Roztwory podstawowe
kwasu walproinowego oraz jego deuterowanego stan-
dardu wewnetrznego przechowywano w +4°C. Roztwory
robocze byly przygotowywane codziennie Swieze.

Roztwory standardowe sporzadzano przez wzboga-
cenie materiatu kontrolnego (surowicy bez dodatkow ob-
cych substancji) analitem w granicach stezen od 5 do
150 pg/ml. W podobny sposob przygotowywano proby
kontrolne o stgzeniach dla niskich wartosci — 20 pg/ml
oraz dla wysokich — 75 pg/ml.

3.3.2.2. Przygotowanie prob do oznaczen

Do 2 ml probowek Eppendorfa pobierano 100 pl su-
rowicy (proby standardowe, kontrole i badane), ktore
rozcienczano 10-krotnie woda destylowana. Z tak przy-
gotowanych rozcienczen pobierano 100 pl roztworu, kto6-
re wzbogacano dodatkiem 100 ul standardu wewngetrz-
nego — deuterowanego kwasu walproinowego w stgzeniu
5 pg/ml. Proby zakwaszano buforem cytrynianowym
o pH =3 wilosci 500 ul, a nastgpnie ekstrahowano 500 ul
octanu etylu przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.
Po 6-minutowym odwirowaniu, rozpuszczalnik orga-
niczny przenoszono do czystych probowek i odparowy-
wano w strumieniu azotu.

Do suchej pozostatosci dodawano 30 pl mieszaniny
derywatyzujacej o sktadzie 1:1 BSTFA oraz pirydyny
i po doktadnym zmieszaniu proby termostatowano
w temperaturze ok. 70°C przez 20 minut.

3.3.2.3. Aparatura

Zastosowano chromatograf gazowy TRACE (Ther-
mo Elektron, Stany Zjednoczone), ktoéry sprzg¢zono
z spektrometrem mas Polaris Q (Thermo Elektron, Stany
Zjednoczone) wyposazonym w analizator mas typu kwa-
drupolowej pulapki jonowej z jonizacja elektronowa.

3.3.2.4. Rozdzial chromatograficzny

Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolum-
nie kapilarnej factorFOUR, 30 m x 0,25 mm 1.D., gru-
bos¢ filmu 0,25 um (Varian, Stany Zjednoczone). Jako
gaz nosny zastosowano hel przy staltym przeplywie
1,5 ml/min.

Temperature injektora ustalono na 260°C. Program
temperaturowy kolumny rozpoczeto przy 50°C, nastep-
nie temperature zwigkszano z szybkosciag 40°C/minutg,
aby osiagna¢ temperature 300°C utrzymywana przez ko-
lejne 2 minuty. Na kolumng¢ chromatograficzna nastrzy-
kiwano 1 pl proby po derywatyzacji.

3.3.2.5. Parametry detekcji

Spektrometr mas pracowat przy energii elektronowe;j
70 eV, temperaturze zrodta jonow 230°C i temperaturze
linii transferowej 280°C. Zbieranie jonéw molekularnych
prowadzono w opcji skanowania pelnego widma maso-
wego m/z 50-350 dla obu zwiazkow, z wykorzystaniem
oprogramowania Xcalibur.

3.3.2.6. Krzywa kalibracyjna i analiza iloSciowa

Analizg ilosciowa przeprowadzono w oparciu o krzy-
wa kalibracyjna sporzadzona przez wzbogacenie ma-
terialu kontrolnego, tj. surowicy z dodatkiem kwasu wal-
proinowego w stezeniu 5, 10, 25, 50, 100, 150 pg/ml
i deuterowanego standardu wewngtrznego (IS) VPA-d,
w stezeniu 5 pg/ml. Kazda probg wzorcowa analizowano
trzykrotnie. Wykorzystujac stosunek pola powierzchni
pod pikiem kwasu walproinowego do pola powierzchni
IS wzgledem st¢zenia analitu, sporzadzano krzywa kali-
bracyjna. Do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej zasto-
sowano metodg najmniejszych kwadratow obliczajaca
wspolezynniki regresji liniowej — wspotczynnik prze-
sunigcia 1 wspotczynnik nachylenia. Liniowo$¢ okres-
lajaca zdolno$¢ metody do uzyskiwania wynikéw po-
miaru analitycznego wprost proporcjonalnych do ste-
zenia substancji oznaczanej w probie wyrazono rowna-
niem krzywej regresji (y = ax + b) i wspodlczynnikiem
korelacji r.

3.3.2.7. Walidacja metody

Selektywno$¢ metody badano, wprowadzajac na ko-
lumng chromatograficzna ekstrakty pigciu réznych prob
surowicy. Granicg¢ wykrywalnosci (LOD) metody, sta-
nowiaca najmniejsze stezenie badanej probki, ktore moze
by¢ wykryte, ale niekoniecznie oznaczone z wymagana
doktadnoscia, obliczono ze stosunku sygnatu analitu do
szumu (wyliczonego z pola powierzchni piku), ktory sza-
cowano > 3/1. Granicg oznaczalnos$ci (LOQ) metody sta-
nowiaca najmniejsze st¢zenie oznaczanego sktadnika, kto-
re mozna zmierzy¢ z zadawalajaca precyzja (RSD < 15%)
i doktadnoscia (% btedu < 15%), wyrazono stosunkiem
sygnalu analitycznego do amplitudy szumow wynosza-
cym > 10/1. W celu wyznaczenia powyzszych parame-
trow walidacyjnych poddano analizie 5 prob surowicy
kontrolne;j.

Wewnatrz- i zewnatrzgrupowa precyzj¢ oraz doktad-
no$¢ wyznaczono przez analizg prob o niskim i wysokim
stezeniu analitu, powtarzanych pigciokrotnie tego same-
go dnia przez trzy kolejne dni. Z otrzymanych wynikow
wyznaczono wartosci $rednie, odchylenia standardowe,
wzgledne odchylenia standardowe (RSD) i obciazenie
(Bias). Precyzje metody wyrazajaca stopien zgodnos$ci
pomiedzy pojedynczymi wynikami analizy, powtarza-
nymi wielokrotnie, okre§lono za pomoca wzglednego
odchylenia standardowego wyrazonego w procentach
(% RSD). RSD obliczono, dzielac odchylenie standardo-
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we przez srednie stezenie obliczone z krzywej kalibracyj-
nej. Doktadnos$¢ okreslajaca zgodnos¢ migdzy wartoscia
rzeczywista a wartoscia bedaca wynikiem analizy, przed-
stawiono jako warto$¢ obcigzenia metody suma btedow
systematycznych (% obciazenia). Obciazenie obliczono,
dzielac réznicg pomigdzy $rednim st¢zeniem obliczonym
a stezeniem odniesienia przez srednie st¢zenie badane.
Odzysk lub wydajnos¢ ekstrakcji (%) okreslajaca
zdolno$¢ do wyizolowania badanego zwiazku z proby
biologicznej przy zastosowanej procedurze ekstrakcji
wyznaczono przy dwoch stezeniach prob kontrolnych dla
pigciu powtdrzen. Wzgledna wydajno$¢ ekstrakcji osza-
cowano przez dodanie roztworu roboczego standardu
wewngetrznego IS do pierwszej serii prob surowicy przed
ekstrakcja oraz do kolejnej serii po ekstrakcji, ale przed
odparowaniem. Poréwnujac stosunek sygnatu badanego
zwiazku w pierwszej serii do sygnatu z drugiej serii, wy-
znaczono wzgledny procent odzysku analitu. Oceniono
rowniez catkowity odzysk, poréwnujac sygnat analitu
otrzymany z prob metanolowych roztworéw wzorca.

3.4. Analiza statystyczna

Do obliczen statystycznych zastosowano metodg ana-
lizy regresji liniowej oraz test t-Studenta dla prob za-
leznych przy wykorzystaniu programu Statistica 6.1.
Wyniki st¢zen VPA wyrazono $rednim stgzeniem, od-
chyleniem standardowym, a zalezno$¢ wynikow stgzen
VPA pomigdzy metodami, opisano réwnaniem regres;ji
liniowe;.

3.5. Obliczenia toksykokinetyczne

Biologiczny okres pottrwania () oraz stata elimina-
cji (ke)) wyliczono z koncowych punktéw krzywych zale-
znosci st¢zenie-czas, wykorzystujac program do obli-
czen farmakokinetycznych (Spline Program for Phar-
macokinetic Moment Analysis, DuPont Pharmaceuticals;
Newark, Stany Zjednoczone).

4. Wyniki

Wstgpna faza badan polegata na opracowaniu czulej
i selektywnej metody iloSciowego oznaczenia kwasu
walproinowego i wyznaczeniu jej parametrow walidacyj-
nych.

4.1. Walidacja metody oznaczania kwasu
walproinowego w surowicy technika GC-MS

Identyfikacjg oznaczanego analitu przeprowadzono
na podstawie czasu retencji uzyskanego z rozdziatu chro-
matograficznego oraz wybranych jonow widma maso-
wego dla kwasu walproinowego (jony o m/z =129, 145,

201). Czas retencji kwasu walproinowego i jego deute-
rowanego analogu wynosit 3,98 minuty (rycina 1). Pod-
stawg analizy ilosciowej stanowily jony o m/z =201 dla
kwasu walproinowego oraz m/z = 205 dla deuterowane;j
pochodnej kwasu walproinowego VPA-d,.

Badajac selektywnos¢ metody, nie zaobserwowano
interferencji zadnych substancji endogennych zawartych
W surowicy z oznaczanymi zwiazkami. Krzywa kalib-
racyjna zbadana na sze$ciu punktach pomiarowych w pig-
ciu powtorzeniach wykazywata liniowos$¢ w zakresie stg-
zen 5-150 pg/ml. Wspotczynnik korelacji otrzymanej
krzywej kalibracyjnej » wynosit 0,9959. W opisanych
warunkach analitycznych granica wykrywalnosci (LOD)
wynosita 2,6 pg/ml, a granicg oznaczalno$ci (LOQ) osza-
cowano na 5 pg/ml.

Precyzje metody oceniano przy dwoch stezeniach
(10 pg/ml i 100 pg/ml) powtdrzonych pigciokrotnie tego
samego dnia przez 3 kolejne dni. Wzgledne odchylenia
standardowe dla powtdrzen oznaczenia kwasu walpro-
inowego tego samego dnia wynosily odpowiednio: dla
stezenia 10 pg/ml — 2,6-9,4%; dla stezenia 100 pg/ml —
7,9-9,4%, natomiast pomigdzy dniami wynosity: dla stg-
zenia 10 pg/ml — 11,9%; dla stezenia 100 pg/ml — 1,8%.
Doktadno$¢ oceniona dla stezen prob kontrolnych
(20 pg/ml i 75 pg/ml) wahata sig¢ w granicach od 5,8% do
2,9%.

Wydajno$¢ ekstrakeji oszacowano przy dwoch steze-
niach préb kontrolnych (20 pg/ml i 75 pg/ml) w pigciu
powtorzeniach. Wzgledny odzysk metody wahat si¢ od
92,2 do 97,8%, a catkowity odzysk wynosit okoto 81%.

4.2. Poréwnanie metod analitycznych oznaczania
stezenia kwasu walproinowego — analiza
statystyczna

Opracowana i zwalidowana metoda GC-MS z joniza-
cja elektronowa oraz metoda FPIA zostaly zastosowane
do oznaczen stgzenia VPA w surowicy szesciu pacjentow
zatrutych preparatami kwasu walproinowego, leczonych
w Klinice Toksykologii Collegium Medicum UJ w Kra-
kowie. Material do badan pobierano kilkakrotnie podczas
hospitalizacji w celu monitorowania eliminacji leku z or-
ganizmu.

Srednie stezenia kwasu walproinowego (+/-SD)
obliczone z 41 préb wyznaczonych metodami FPIA
i GC-MS wynosity odpowiednio 150,6 pg/ml (+/-139,6)
i 155,0 ug/ml (+/-135,8).

Zalezno$¢ wynikow stezen kwasu walproinowego
w surowicy uzyskanych metoda FPIA wzgledem metody
GC-MS opisano roéwnaniem regresji  liniowej:
CVPA/FPIA = 1,02 x CVPA/GC-MS - 7,30, a wspot-
czynnik korelacji wynosit 0,9814. Zaleznos¢ tg przed-
stawia rycina 2.

W przeprowadzonych badaniach zwiazek pomigdzy
stezeniem kwasu walproinowego wyznaczonym metoda
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FPIA a GC-MS i wzglednymi réznicami stgzen kwasu
walproinowego uzyskanymi metoda FPIA i GC-MS
przedstawiono na rycinie 3.

4.3. Wyniki oznaczen kwasu walproinowego
we krwi metoda FPIA i GC-MS

Podczas hospitalizacji pacjentéw w Klinice Toksyko-
logii CM UJ wykonywano oznaczenia kwasu walpro-
inowego metoda FPIA na biezaco po kazdym pobraniu
krwi. Pozostaly materiat zabezpieczano do wykonania
oznaczen VPA metoda GC-MS w Zakladzie Medycyny
Sadowej CM UJ. Wyniki oznaczen kwasu walproinowe-
go przedstawiono na rycinie 4. Dla czasu przyjecia dawki
toksycznej (¢ = 0) zalozono stezenie 50 pg/ml (dolny za-
kres stgzenia terapeutycznego VPA), ktore wskazuje na
terapeutyczne przyjmowanie preparatow kwasu walpro-
inowego przez wszystkich pacjentow przed zatruciem.

4.4. Parametry toksykokinetyczne

Wyniki stgzen kwasu walproinowego w surowicy po-
branej w réznym czasie od chwili przyjecia do szpitala
wykorzystano do obliczen wybranych parametrow tok-
sykokinetycznych, tj. biologicznego okresu poltrwania
(t12) oraz statej eliminacji (k). Biologiczny okres pol-
trwania oraz stala eliminacji kwasu walproinowego, ob-
liczone u pigciu zatrutych pacjentow, wahaty si¢ odpo-
wiednio w zakresie od 16,2 do 28,1 h (§rednio 22,9 +/-5,7)
oraz od 0,043 do 0,024 h! ($rednio 0,032 +/-0,009).
U jednego pacjenta obliczone wartosci ¢/, (ke) wynosity
57,6 h (0,012 h™"). Zmiany stezenia kwasu walproinowe-
g0 w czasie eliminacji w badanej grupie pacjentéw przed-
stawiono na wykresach (rycina 4).

5. Dyskusja wynikow

Znaczne zréznicowanie farmakokinetyki kwasu wal-
proinowego zalezne od wieku i od towarzyszacej terapii
przeciwpadaczkowej uzasadnia celowo$¢ monitorowa-
nia st¢zenia leku dla celéw terapeutycznych [2]. Indywi-
dualizacja dawkowania oparta o terapeutyczne monitoro-
wanie leku poprawia skutecznos¢ i bezpieczenstwo te-
rapii farmakologicznej, jednak liczne interakcje farmako-
kinetyczne, towarzyszace schorzenia psychiatryczne,
uciazliwos$¢ 1 nierzadko nieskutecznos$¢ terapii przy po-
pularnym leczeniu preparatami kwasu walproinowego,
prowadza do coraz czgstszych przedawkowan. Zmien-
no$¢ kinetyki kwasu walproinowego w zatruciach za-
lezna od farmakokinetyki przy dawkach terapeutycznych
wymusza konieczno$¢ monitorowania eliminacji leku
z organizmu. Dlatego tak wazne i konieczne jest opraco-
wanie czulej i specyficznej metody oznaczania kwasu
walproinowego w surowicy w celu bezpieczenstwa te-

rapii przeciwpadaczkowej i zwigkszenia skutecznosci le-
czenia ostrych zatru¢ kwasem walproinowym.

Osoby zatrudnione w Pracownia Toksykologii Anali-
tycznej 1 Terapii Monitorowanej CM UlJ, diagnozujac
pacjentéw zatrutych preparatami kwasu walproinowego,
wykorzystuja do oznaczen stgzenia VPA we krwi metodg
immunologiczna FPIA. Niewatpliwa zaleta tej metody
jest szybko$¢ oznaczenia badanej substancji bezposred-
nio w materiale biologicznym, co pozwala w krotkim
czasie postawi¢ rozpoznanie i wdrozy¢ odpowiednie le-
czenie. Szybkos¢ i1 prostota oznaczen VPA metoda im-
munologiczng decyduje zatem o przydatnosci techniki
FPIA do celéw klinicznych. Metoda FPIA nie nalezy jed-
nak do specyficznych metod analitycznych, dlatego tez
substancje o podobnej strukturze chemicznej do oznacza-
nego zwiazku, jak np. metabolity, moga wykazywac re-
aktywnos¢ krzyzowa. Producent stosowanego testu gwa-
rantuje specyficzno$é oznaczen VPA dla wartosci stgzen
znajdujacych si¢ w zakresie stezen terapeutycznych od
50 pg/ml do 120 pg/ml. Dotychczasowe dane zawarte
w pismiennictwie nie dostarczaja informacji dotyczacych
reaktywno$ci krzyzowej metabolitow kwasu walproino-
wego w zatruciu ostrym.

W prezentowanej pracy podj¢to probg oceny zastoso-
wania metody FPIA do oznaczania stgzen toksycznych
kwasu walproinowego w odniesieniu do metody refe-
rencyjnej. Opracowana metoda referencyjna oznaczania
stezenia kwasu walproinowego w surowicy wykorzys-
tuje technikg GC-MS z zastosowaniem deuterowanego
analogu jako wzorca wewngtrznego. Przeprowadzona
walidacja metody GC-MS oznaczania VPA wskazuje na
jej specyficznos¢, czutosé, powtarzalnosé i zakres linio-
wosci na poziomie przydatnoscei do rutynowych oznaczen
kwasu walproinowego w zakresie jego stezen terapeu-
tycznych. Ograniczenie liniowo$ci metody do 150 pg/ml
wiazano z przetadowaniem pulapki jonowej przy wyz-
szych warto$ciach stgzen, dlatego badane proby pocho-
dzace od pacjentéw zatrutych byly rozcienczane woda
destylowana, a wynik byl mnozony przez odpowiedni
wspotczynnik rozcienczenia.

Metoda GC-MS cechujaca si¢ wysoka specyficznos$-
ciag pozwala z najwigksza wiarygodno$cia oznaczaé stg-
zenie kwasu walproinowego i jego metabolitoéw. Moze
by¢ zatem wykorzystana w badaniu profilu metabolicz-
nego leku, co autorzy zamierzaja wykazaé w kolejnej pu-
blikacji.

Poréwnanie wynikow stgzen kwasu walproinowego
wykonanych metoda FPIA oraz metoda GC-MS prze-
prowadzono na 41 prébach krwi pobranych od 6 pacjen-
tow Kliniki Toksykologii CM UJ w Krakowie. Zgodnie
z przeprowadzong analizg regresji liniowej, nie wykaza-
no roznic istotnych statystycznie pomig¢dzy wynikami
stezen VPA otrzymanych metoda FPIA i referencyjna
metoda GC-MS. Zalezno$¢ wynikow stgzen kwasu wal-
proinowego opisano rownaniem regresji, dla ktérego bte-
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dy standardowe wspolczynnikéw réwnania oszacowano
nastepujaco: SD = 0,022 dla wspoétczynnika kierunkowe-
go 1 SD = 4,606 dla wyrazu wolnego. Wartosci wspot-
czynnikow regresji miescity si¢ w 95% przedziale ufnos-
ci. Wspotezynnik korelacji wynikow uzyskanych porow-
nywanymi metodami wynosit 0,9814. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze obie metody pomiaru st¢zenia kwasu wal-
proinowego sa sobie rownowazne.

Test t-Studenta dla prob zaleznych nie wykazat istot-
nej statystycznie roznicy pomigdzy $rednimi stgzeniami
VPA oznaczonymi dwoma metodami przy 95% prze-
dziale ufnos$ci (¢ = 1,49, p = 0,1428). Nie mozna wigc
twierdzi¢, ze Srednie wyniki stgzen otrzymane metoda
FPIA sa rézne od srednich wynikow stezen oznaczonych
metoda GC-MS. Nie wykazano takze istotnej statystycz-
nie roznicy dla odchylen standardowych w obu meto-
dach.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, réznice po-
miedzy stezeniami kwasu walproinowego wyznaczony-
mi metodag FPIA 1 GC-MS nie zaleza od stezenia kwasu
walproinowego. Problem ten ilustruje rycina 3.

Autorzy wczesniejszych doniesien naukowych po-
rownywali st¢zenia kwasu walproinowego oznaczone
metodami immunologicznymi w odniesieniu do wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej lub chromatografii
gazowej jako metod referencyjnych. Rowniez te badania
wykazaly brak istotnych statystycznie r6znic w wynikach
stezen VPA uzyskanych pomigdzy wspomnianymi tech-
nikami [5, 15, 17, 18, 20].

Zwalidowane metody FPIA i GC-MS postuzyly do
oznaczen stgzenia kwasu walproinowego w surowicy
u pacjentdw zatrutych preparatami kwasu walproinowe-
go. Probki krwi od szeSciu pacjentdow byly pobierane
przy przyjeciu do szpitala, nastgpnie dwukrotnie w pierw-
szej 1 drugiej dobie leczenia w celu monitorowania elimi-
nacji lekow, a pdzniej jednokrotnie w kolejnych dobach
az do osiagnigcia stgzen subterapeutycznych kwasu wal-
proinowego.

Otrzymane wyniki st¢zen kwasu walproinowego przy
przyjeciu do szpitala u wszystkich szesciu pacjentow
przekroczyly stgzenie toksyczne kwasu walproinowego
(> 150 pg/ml), a wahaly si¢ od 197,2 pg/ml do 718,5 pg/ml.
Spiller 1 in. opisali wystgpowanie korelacji pomigdzy
stopniem zatrucia kwasem walproinowym a jego steze-
niem we krwi. Obraz kliniczny zatrucia kwasem walpro-
inowym z ograniczona toksycznoscia ujawniali pacjenci,
u ktorych stezenia leku znajdowaly si¢ ponizej 450 pg/ml,
podczas gdy stezeniom kwasu walproinowego powyzej
850 pg/ml towarzyszyly grozne dla zycia objawy kli-
niczne, jak $piaczka, niewydolno$¢ oddechowa lub kwa-
sica metaboliczna [19]. W przypadkach zatru¢ $mier-
telnych notowano stezenia kwasu walproinowego we krwi
w zakresie od 520 pg/ml do 1970 pg/ml [17]. U analizo-
wanych szesciu pacjentow nie wystapily objawy zagra-

zajace zyciu, a stopien zatrucia zakwalifikowano od lek-
kiego do cigzkiego.

Dawki kwasu walproinowego przyj¢te przez bada-
nych pacjentdéw, a nastepnie okreslone na podstawie wy-
wiadu lekarskiego w zakresie od 12 do 46 g, osiagaly
wartosci dawek toksycznych (od 19 do 45 g), przy kto-
rych obserwowano cigzkie objawy zatrucia. Kwas wal-
proinowy jest jednak lekiem wzglgdnie mato toksycznym
i powr6t do zdrowia opisano po dawkach wynoszacych
nawet 75 g [16].

Podczas monitorowania eliminacji kwasu walproi-
nowego z organizmu zatrutych pacjentdw obserwowano
profil farmakokinetyczny charakterystyczny dla modelu
dwukompartmentowego, a eliminacja zachodzita zgod-
nie z kinetyka pierwszego rzedu. Srednie wartosci bio-
logicznego okresu pottrwania (7)) 1 statej eliminacji (k)
obliczone ze st¢zen kwasu walproinowego wykonanych
metoda FPIA wynosity odpowiednio 22,9 + 5,7 h oraz
0,032 £ 0,009 h™" i byly zgodne z wczeéniejszymi bada-
niami z wyjatkiem jednego pacjenta, ktorego ¢, wydtu-
zyt si¢ do 57,6 h, a k. wynosita 0,012 h'. Biologiczny
okres poéttrwania kwasu walproinowego przy dawkach
terapeutycznych miesci si¢ w zakresie od 8 do 21,5 h
($rednio 12,2 £ 3,7 h). W wyniku przedawkowania moze
on ulec wydluzeniu dwu- lub trzykrotnie do wartosci ¢/,
powyzej 30 h [21]. Dotychczasowe badania wykazaly, ze
t1, w zatruciu kwasem walproinowym osiagat warto$ci
od 8,8 do 30,9 h ($rednio 15,4 + 8,8 h) [23].

6. Podsumowanie

Zastosowane metody FPIA i GC-MS z jonizacja elek-
tronowa moga by¢ wykorzystane do rutynowych ozna-
czen stgzen kwasu walproinowego w terapii monitoro-
wanej oraz u pacjentow zatrutych preparatami kwasu
walproinowego. Wykazano réwniez, ze wyniki st¢zen
VPA w surowicy oznaczone metoda immunofluorescen-
cji w $wietle spolaryzowanym nie sa statystycznie rézne
od wynikow otrzymanych metoda referencyjng (GC-MS),
co moze dowodzi¢ braku reaktywnosci krzyzowej prze-
ciwcial w oznaczeniach VPA technika FPIA.

Dobra korelacja pomigdzy wynikami uzyskiwanymi
metoda FPIA i referencyjna metoda GC-MS oraz szyb-
ko$¢ i prostota oznaczen potwierdzaja przydatno$¢ me-
tody FPIA dla celéw klinicznych.
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